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 چکيده
 ايو   در اسوت   بواززاي   بهینو   دسوتورالمل   وجوود  عدم لوبیا، اصلاح برای ژن انتقال از استفاده جهت بزرگ چالش

 محوور  هوای ريزنلون  اول، آزمايش در گرفت  قرار بررس  مورد لوبیا باززاي  و زاي وسکال بررس  برای آزمايش دو تحقیق
 شوام   گیواه   رشود  کنندهتنظیم تیلار س  در و شده جدا لوبیا الیگودرز و 8لاي  ،4لاي  ازنا، ناز، گل ، رقم شش جنین 

 و TDZکروموووولمی27/2 و BAPمیکروموووول4/44 ترکیووو  ،IAAمیکروموووول57/0 و BAPمیکروموووول11 ترکیووو 
 تیلوار  در و الیگوودرز  و 8لاي  ازنا، ناز، هایرقم در دوم تیلار در زاي کالوس درصدصد شدند  کشت BAPمیکرومول4/44

 در بذور دوم، آزمايش در نشدند  باززاي  ب  قادر آزمايش اي  در هاکالوس آمد  دستب  4لاي  جز ب  هارقم تلام  در سوم
 عرض  سلول  نازک لاي  هایريزنلون  روز،14 از بمد و زده جوان  TDZمیکرومول10 وTDZلمیکروموصفر تیلارپیش دو
 BAPمیکروموول 10 و TDZمیکرومول10 تیلارهای با MSB5محیط ب  و جدا کوتی اپ  از مترمیل 3/0-5/0 ضخامت ب 

 در TDZمیکرومول10 و BAPلمیکرومو10 تیلار و TDZمیکرومول10 تیلارپیش با زاي کالوس درصدصد  يافتند انتقال
 و 8لايو   ازنوا،  ناز، ارقام در TDZمیکرومول10 تیلار با (درصد77) باززاي  میزان بیشتري  آمد  دستب  الیگودرز و 4لاي 

 بهتور  BAPو TDZرشد هایکنندهتنظیم تأثیر تحت سلول  نازک لاي  ريزنلون  ک  داد نشان نتايج آمد  دستب  الیگودرز
 BAPاز ترموثثر  لوبیوا  بواززاي   بورای  TDZرشد کنندهتنظیم هلچنی  باشد  م  باززاي  ب  قادر جنین  ورمح ريزنلون  از

 است  ژنوتیپ ب  وابست  و متغیر نیز TDZبا تیلارپیش تأثیر است 
 

 جنین  محور ،لوبیا نازک سلول  لاي  زاي ،کالوس باززاي ، کليدی: هایواژه

 

 1 2 مقدمه
 و يکسوال   لگووم  يو   (.Phaseolus vulgaris L) لوبیوا 
 لاتوی  آمريکای در پروتئی  اصل  منبع ک  است افشانخودگرده

 Estrada-Navarrete et) شوود م  محسوب شرق  آفريقای و

al., 2007) مقودار  بیشتري  1393-94زراع  سال در ايران در 
 کشواورزی،  )آمارنامو   اسوت  بووده  لوبیا ب  مربوط حبوبات تولید
 بواززاي   بهینو   دسوتورالمل   يو   هنووز  لوبیا وردم در ( 1395
 روش از استفاده جهت بزرگ چالش ي  خود اي  و ندارد وجود
 Veltcheva et) شوود م  محسوب لوبیا اصلاح برای ژن انتقال

al., 2005)  عنووان  بو   جنینو   محوور  فوراوان  کاربرد وجود با 
 بورای  هوا ريزنلونو   ايو   رسود م  نظر ب  باززاي ، برای ريزنلون 
 چنوی   کواربرد  اصول   عیو   نیستند  مناس  لوبیا ب  ژن انتقال

 از مملوولاا  بواززاي   کو   است اي  ژن انتقال برای هاي ريزنلون 
 ,.Mukeshimana et al) گیورد مو   صوورت  مريسوتل   بافت

 ک  هستند چندسلول  أمبد از آمدهدستب  هایشاخ  و (2013

                                                           
 khadijeh@znu.ac.irbagheri. نویسنده مسئول: *

 

 هوای گیاهچو   انتخاب و شده شیلر هایگیاهچ  ايجاد ب  منجر
  (Angenon & Thu, 2011) کننود مو   مشوک   را تراريخوت 

 3تراريخوت  گیاهان باززاي  برای هامروز ک  آمیزیموفقیت روش
 از اسووتفاده و آگروبوواکتريوم بووا ژن انتقووال شووده ارائوو  لوبیووا در

 Dillen et al., 1997; De) باشود مو   غیرمسوتقیم  بواززاي  

Clercq et al., 2002; Zambre et al., 2005)  روش در 
 هوا کالوس اي  از باززاي  سپس و کالوس ايجاد ابتدا غیرمستقیم

 روش رو، ايو   از  (Collado et al., 2013) شوود مو   انجوام 
ريزنلونو   از اسوتفاده  با کالوس( تشکی  )بدون مستقیم باززاي 
 سوازگاری  ژن انتقوال  هوای روش بوا  کو   سلول  نازک لاي  های
 De Carvalho et ) است گرفت  قرار توج  مورد ،دارند بهتری

2000 .,al)  سوولول  نووازک لايوو  سیسووتم (TCL)4  شووام 
 مختلو   هایاندام از ک  است کوچ  هایاندازه با هایريزنلون 
 طوووربوو  و   ( گوو  پريلورديووای جنووی ، بوورگ، )سوواق ، گیوواه

                                                           
3 Transgenic 
4 Thin cell layer  
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 شوود  مو   گرفتو   2(tTCL) عرض  طورب  يا و 1(lTCL)طول 
lTCL  هوای سلول از لاي  ي  مثال طورب ) بافت نوع ي  شام 
 طوور ب  ريزنلون  ک اي  ب  توج  با tTCL اما ،باشدم  (اپیدرم 
 هوای بافوت  از هواي  سولول  شوام   ،شوود مو   داده برش عرض 
 شوده  گفت  منابع برخ  در  (Van K, 1980) باشدم  مختل 

 لوبیوا  بوذر  زنو   جوانو  محیط در TDZتیلارپیش از استفاده ک 
مو   سولول   نوازک  لايو   هایريزنلون  از باززاي  افزايش موج 
تنظویم  غلظوت  و نووع   (De Carvalho et al., 2000) شوود 
 غلظوت  مملوولاا  است  مهم بسیار لوبیا باززاي  برای رشد کننده
 بیافتوود اتفووا  بوواززاي  تووا اسووت لازم TDZو BAPاز بووالاي 

.(Castillo et al., 2015) رشود  بورای  باززاي ، یالقا از بمد 
 از هفتو   دو از بمود  TDZسویتوکنی   غلظوت  کاهش ها،نوساق 
 از اسوتفاده  هلچنوی   اسوت   لازم لمیکرومو1 ب  میکرومول10

 بهبود موج  نیز فنول  ترکیبات بازدارنده عنوان ب  نقره نیترات
  (De Carvalho et al., 2000) شوود مو   هوا  گیاهچو   رشود 
 کنندهتنظیم تیلار تیلار،پیش تأثیر تمیی  تحقیق، اي  از هدف
 مناسو   بواززاي   بو   رسویدن  بورای  مناسو   رقم و گیاه  رشد
 باشد م  ژنتی  مهندس  هایبرنام  در استفاده جهت
 

 هاروش و مواد
 دانشوگاه  کشواورزی  دانشوکده  آزمايشوگاه  در تحقیوق  اي 
 اسوتفاده  موورد  ه گیوا  مواد شد  اجرا 1395-96سال در زنجان
 الیگوودرز،  هاینام با زراع  لوبیا رقم شش شام  تحقیق اي  در
 در کشوت  موورد  لوبیاهای جز ک  8لاي  و 4لاي  گل ، ناز، ، ازنا

 منوابع  و کشاورزی تحقیقات مرکز اداره از و بودند زنجان استان
   شدند  تهی  زنجان طبیم 

 

 محاور  هاای وناه ریزنم باا  باززایی و زاییکالوس اول: آزمایش
  جنينی
 رقوم  و گیواه   رشد کنندهتنظیم تمیی  برای آزمايش اي 
 جنینو   محوور  هایريزنلون  باززاي  و زاي کالوس برای مناس 
 طورح  قالو   در فاکتوري  مورداستفاده، آزمايش شد  انجام لوبیا
 آزموايش  ايو   فاکتورهوای  بوود   تکورار  س  با تصادف  کاملاا پاي 

 رشود  کننوده تنظیم تیلار س  شام  A:فاکتور  :از بودند عبارت
 ،IAAمیکرومووول57/0 و BAPمیکرومووول11 شووام  گیوواه 
 و TDZمیکروموووول27/2 و BAPمیکروموووول4/44 ترکیووو 

 لوبیا  رقم شش شام  Bفاکتور ،BAPمیکرومول4/44
 بو   Tween-20 قطره چند ابتدا در بذرها، ضدعفون  برای

 آب بوا  را بوذرها  کوتواه   مودت  از بمود  و کورده  اضاف  مقطرآب

                                                           
1 Longitude Thin cell layer  
2 Transverse Thin cell layer  

 دقیقو  10 مدتب  درصد3 سديم هیپوکلريت در سپس و شست 
 مقطور آب بوا  بوار  چهار سپس و شدند داده تکان بارچندي  برای

 خوردنود   خیس ساعت20 مدتب  و شدند داده شستشو استري 
 شسوت   استري  مقطرآب با بار س  بذرها دوباره ،مدت اي  از بمد

 قورار  اسوتري   صاف  کاغذ روی بر شدنخش  منظورب  و شدند
 هوم  از بوذر  هوای لپ  بذر، پوست  جداکردن با سپس شدند  داده
 چو  ريشو   حوذف  بوا  و شوود م  آزاد هالپ  از جنی  و شده جدا
 آمد  دستب  جنین  محور 4اولی  هایبرگ و 3اولی 

 MSکشووت محوویط در جنینوو  محووور هووایريزنلونوو 

(Murashige & Skoog, 1962) هووایويتووامی  مخلوووط و 
(1968) Gamborg رشود  کننوده تنظویم  تیلوار  نووع  سو   با و 

 اتاقو   در و شد تنظیم 7/5-8/5 روی محیط pH شدند  کشت
 و روشوناي   سواعت 16 نووری  شورايط  و C1±25° دمای با رشد
 قورار  ثانی ( بر مترمربع بر میکرومول100) تاريک  ساعت هشت

 و BAPیکرومووووولم11 شووووام  تیلووووار اولووووی  گرفتنوووود 
 کشوت  محویط  بو   تیلوار  ايو   در ک  بود IAAمیکرومول57/0
 محور هایريزنلون  و شد اضاف  نیز 3AgNOمیکرومول59/176

 از بمود  و گرفتنود  قورار  محویط  اي  در هفت  س  مدتب  جنین 
 و BAPمیکروموول 43/4 حاوی محیط در هاريزنلون  مدت، اي 
 واکشووت AgNO3میکرومووول59/176 وIAAمیکرومووول7/5

 دوموی   گرفتنود   قرار رشد اتاق  در هفت  چهار مدتب  و شدند
 و TDZمیکرومووول27/2و BAPمیکرومووول4/44 حوواوی تیلووار

 کوو  بووود BAPمیکرومووول4/44 فقووط حوواوی تیلووار سووومی 
 چهوار  مدتب  و شدند کشت آنها در جنین  محور هایريزنلون 
 هوا ريزنلون  مدت اي  از پس و گرفتند قرار رشد اتاق  در هفت 
 شدند  واکشت تازه محیط ب 
 

 نااز   لایه هایریزنمونه با باززایی و زاییکالوس دوم: آزمایش
  سلولی
 تمیوی   ،TDZبوا  تیلارپیش تأثیر تمیی  برای آزمايش اي 
 و زايو  کالوس در مناس  رقم و مناس  رشد کنندهتنظیم تیلار
 شود   انجوام  لوبیوا   عرض سلول  نازک لاي  هایريزنلون  باززاي 
 پايو   طرح قال  در و فاکتوري  صورت ب  استفاده مورد آزمايش
 از نود بود عبوارت  آزموايش  ايو   فاکتورهوای  بوود   تصادف  کاملاا

 و صووفر سووط  دو در TDZ بووا تیلووارپوویش شووام  Aفوواکتور
 گیواه   رشود  کنندهتنظیم تیلار شام  Bفاکتور ،میکرومول10
 و TDZمیکروموووول10 و BAPمیکروموووول10 سوووط  دو در

 لوبیا  رقم شش شام  Cفاکتور
 

                                                           
3 Radicles  
4 Leaflets  
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  سلولی ناز  لایه ریزنمونه از استفاده با P. vulgaris)) زراعی لوبيا باززایی و زاییکالوس در کار انجام مراحل -1شکل

Fig. 1. Scheme for callogenesis and regeneration from tTCLs of P. vulgaris 
 

 بذرهای و شد انجام اول آزمايش با شاب م بذرها ضدعفون 
 تحوت  و ½ MS زنو  جوانو   کشوت  محویط  در شوده ضدعفون 
 بوووا زنووو جوانووو  محووویط شوووام  TDZبوووا تیلوووارپووویش
 حووواوی زنووو جوانووو  محووویط و TDZمیکروموووولصوووفر
 زدنود   جوان  هفت  دو مدتب  و شدند کشت TDZمیکرومول10

 هایگیاهچ  از (tTCLs) عرض  سلول  نازک لاي  هایريزنلون 
میلو  5/0توا   3/0) ضوخامت  ب  کوتی اپ  قسلت از ایهفت  دو

 هوای ويتامی  مخلوط و MS کشت محیط در و شدند جدا (متر
5B  بور  گورم میلو  10گرم بر لیتر نیکوتینی  اسوید،  میل  )ي 

 تحوت  و پیريدوکسوی (  لیتور  بور  گورم میلو   ي  و تیامی  لیتر
 کشووت TDZرومووولمیک10 و BAPمیکرومووول10 تیلارهووای
 نوووری شوورايط و C1±25° دمووای بووا رشوود اتاقوو  در و شوودند
 بور  میکروموول 100) تاريک  ساعت هشت و روشناي  ساعت16

 در تغییورات  و کوار  انجام مراح  گرفتند  قرار ثانی ( بر مترمربع
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 دوره ايو   طوول  در اسوت   شوده  آورده 1شک  در کشت محیط
 دو هوور در هووا ريزنلونوو توسووط تولیدشووده هووایکووالوس تمووداد
 صوورت  بو   دوم آزموايش  در باززاي  میزان هلچنی  و آزمايش
 هوا داده آمواری  تحلیو   و تجزيو   شدند  برداریيادداشت درصد
 افوزار نورم  توسوط  نلودارهوا  رسم و MSTATC افزارنرم توسط

EXCEL شد  انجام 

 

 بحث و نتایج
 جنينی محور هایریزنمونه در زاییکالوس نتایج 

 هفتو   در جنینو   محوور  هایريزنلون  در هاوسکال اولی 
 و بودنود  زرد و طلايو   علودتاا  هوا کالوس  شدند مشاهده چهارم
 ( 2 )شک  داشتند پفک  و نرم حالت اکثراا

 

 
  ؛جداشده جنينی محور هایریزنمونه (A ؛P. vulgaris)) زراعی لوبيا در جنينی محور ریزنمونه با زاییکالوس مختلف مراحل -2 شکل

 BوC ) ؛چهارم هفته در کالوس توليد D) لوبيا جنينی محور ریزنمونه از توليدشده هایکالوس  
Fig. 2. Different stages of callus formation with embryonic axis explants in common bean (P. vulgaris) 

A. The isolated embryonic axis explants; B & C. The Callogenesis in the fourth week;  
D. The calluses produced from embryonic axis explants 

 
 در زايوو کووالوس درصوودبوورای واريووانس، تجزيوو  جوودول
  زراعوو  لوبیووا رقووم شووش در جنینوو  محووور هووایريزنلونوو 

(P. vulgaris) در فاکتورهوا  متقاب  و ساده اثرات ک  داد نشان 
 میوانگی   مقايسو   نتوايج  باشوند  مو   دارممنو   درصدي  سط 
 نشوان  رقوم  و رشود  کنندهتنظیم تیلار نوع متقاب  اثر ب  مربوط
 بو   مربووط  (درصود 100) کوالوس  تولید میزان بیشتري  ک  داد

 و BAPمیکرومووووووول4/44 حوووووواوی تیلووووووار دومووووووی 

 فقوووط حووواوی تیلوووار سوووومی  و TDZمیکروموووول27/2
 باشود مو   4لايو   جز ب  هارقم تلام  در BAPمیکرومول4/44

 ( 3 )شک 
 (4لايو   جز )ب  ارقام هل  ک  داد نشان اول آزمايش نتايج

 هم مشاب  مختل ، کنندهتنظیم تیلارهای در زاي کالوس نظر از
 شوش  زاي کالوس بر سوم و دوم تیلارهای تأثیر کنند م  رفتار
 ( 3 )شک  است بوده مشاب  تقريباا رقم
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  جنينی محور ریزنمونه با زاییکالوس ميزان بر رقم نوع و رشد کنندهتنظيم نوع متقابل اثر ميانگين مقایسه نمودار -3 شکل

 P. vulgaris)) زراعی لوبيا رقم شش در
A: میکرومول11 تیلارBAP میکرومول57/0 وIAA؛ B: میکرومول4/44 تیلارBAP میکرومول27/2 وTDZ ؛C: ولمیکروم4/44 تیلارBAP؛ 

G: ؛ گل  رقمN: ؛ ناز رقمAZ: ؛ ازنا رقمL8:  ؛ 8لايL4:  ؛ 4لايAL: الیگودرز رقم 

  ندارند (ρ<0.01) داریممن  تفاوت آماری نظر از مشاب  حروف دارای هایمیانگی 
Fig. 3. Mean comparison of the interaction effect of plant growth regulator type and cultivar type on callogenesis with 

embryonic axis explants in six common bean cultivars (P. vulgaris) 
A: BAP (11µM)+IAA (0.57µM); B: TDZ (2 27µM) +BAP(44 4µM); C: BAP (44.4µM); 

G: Goli cultivar; N: Naz cultivar; AZ: Azna cultivar; L8: Line 8; L4: Line 4; AL: Aligoodarz cultivar 

Means with the same letter are not significantly different (ρ<0.05). 

 

 

 هووایکننوودهتنظوویم تووأثیر جنینوو  محووور ريزنلونوو  در
 و IAAترکیو   از بهتور  بسیار زاي کالوس بر TDZو BAPرشد

BAP تیلوار  سو   هر در زاي کالوس میزان کلتري  است  بوده 
 شد  مشاهده 4لاي  در

 و Mukeshimana et al, (2013) مطالمووووات در
Sabzikar et al, (2010) مشواب ،  رشد کنندهیمتنظ تیلارهای 

 بواززاي   ب  منجر مطالم  اي  در ک  اندشده نیز باززاي  ب  منجر
 و رقووم متقابوو  اثوور از ناشوو  توانوودموو  نتیجوو  ايوو  کوو  نشوود
 دارممنو   واريوانس  تجزي  جدول در ک  باشد رشد کنندهتنظیم
 ارقوام  بور  ،مشاب  رشد کنندهتنظیم ک  دارد را مفهوم اي  و شده

 باشند  داشت  توانندم  متفاوت هایرتأثی مختل 
 

 سلولی ناز  لایه هایریزنمونه زاییکالوس
 ةلايو  هوای ريزنلون  در دوم هفت  اواخر در هاکالوس اولی 

 از هفت  چهار تا دو مدت در هاکالوس شد  مشاهده سلول  نازک
 (BAPو TDZ) سیتوکینی  حاوی کشت محیط در قرارگرفت 

 لحوا   بو   شوده تشوکی   هایکالوس ( B4 )شک  شدند تشکی 
 ايو   گیوری شوک   رونود  در نداشوتند   يکديگر با تفاوت  ظاهری
 آبودار  و نورم  هایکالوس ريزنلون ، سط  تلام در ابتدا هاکالوس
 حالوت  هوا کوالوس  تدريج  رشد با سپس و شده تشکی  شفاف
 هاکالوس از برخ  زاي کالوس محیط در کردند  پیدا تریسخت
 از اسوتفاده  بوا  کو   درآمدند ایقهوه و تیره رنگ ب  مدت  از بمد

 شد  برطرف زيادی حد تا مشک  اي  نقره نیترات
 در زايو  کوالوس  درصود واريوانس  تجزي  جدول بررس  در
  زراعو   لوبیوا  رقوم  شوش  در سولول   نوازک  لايو   هوای ريزنلون 

((P. vulgaris پویش  نووع  جز )ب  ساده اثرات ک  شد مشخص
 دارممنو   درصدي  سط  در فاکتورها متقاب  تاثرا و (A تیلار
 اثور  بو   مربووط  هایمیانگی  مقايس  بررس  با ( 2)جدول بودند
 نووع  و (B) رشد کنندهتنظیم نوع و (A) تیلارپیش نوع متقاب 
 ب  مربوط زاي کالوس میزان بیشتري  ک  شد مشخص (C) رقم
 و BAPمیکروموول 10 تیلوار  ،TDZمیکروموول 10 تیلوار پیش
 ( 5 )شک  باشدم  الیگودرز و 4لاي  درTDZمیکرومول10
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 در کو  اسوت   شده مشاهده TDZتیلارپیش تأثیر مورد در
 در ول  ،بوده مثبت تأثیر اي  الیگودرز و 4لاي  مث  ارقام برخ 
 نبووده  مثبوت  تنهوا نو   تأثیر اي  ازنا و ناز گل ، مث  ارقام برخ 
 بوا  نتیجو   ايو    تاسو  شده نیز زاي کالوس کاهش موج  بلک 
 توجیو  قابو   رقم در تیلارپیش اثرمتقاب  بودندارممن  ب  توج 
 است 
 

 سلولی ناز  لایه هایریزنمونه در زاییباز نتایج بررسی
 و پونجم  هفتو   در را بواززاي   هوای نشوان   اولی  هاکالوس

، واريوانس  تجزيو   جودول  نتوايج  بررسو   در دادنود   نشان ششم
 رقوم  شوش  در سلول  نازک لاي  هایيزنلون ر در زاي باز درصد
 جوز )ب  ساده اثرات ک  شد مشخص P. vulgaris)) زراع  لوبیا

 نووع  طرفو  س  متقاب  اثر جز)ب  متقاب  اثرات و (تیلارپیش نوع
 بواززاي   میوزان  بر (رقم نوع در رشد کنندهتنظیم در تیلارپیش
 مقايسو   سو  برر با ( 2 )جدول بود دارممن  درصدي  سط  در

 نووع  و (A) تیلوار پویش  نووع  متقاب  اثر ب  مربوط هایمیانگی 
 تیلووارپوویش بوو  مربوووط بوواززاي  میووزان بیشووتري  (C) رقووم
 متقابوو  اثوور در و (5 شووک ) ازنووا رقووم در TDZمیکرومووول10

 بیشوتري   کو   شود  مشخص (C) رقم و (B) رشد کنندهتنظیم
 ازنوا  رقوم  در TDZمیکرومول10 تیلار ب  مربوط باززاي  میزان
 ( 6 )شک  باشدم 

 

 

 

 
 

 P. vulgaris)) زراعی لوبيا در سلولی ناز  لایه ریزنمونه با باززایی و زاییکالوس مراحل -4 شکل

A)  ؛ کوتی اپ  قسلت از شدهجدا سلول  نازک ةلاي هایريزنلونB) میکرومول10 حاوی محیط در شدهتولید کالوسBAP میکرومول10 وTDZ؛ 

C)  هاکالوس از هاگیاهچ  باززاي  
Fig. 4. Different stages of callogenesis and regeneration with tTCLs explants in common bean (P. vulgaris) 

A) The isolated thin cell layer explants from epicotyl; B) Callogenesis in medium supplemented ofTDZ (10µM), BAP (10µM); 

C) Shoot regeneration from callus 
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 P. vulgaris)) زراعی لوبيا رقم شش در سلولی ناز  لایه ریزنمونه با باززایی و زاییکالوس درصدواریانس تجزیه -2 جدول
Table 2. Anova analysis table of callogenesis and regeneration percentage with tTCLs explants  

in six common bean cultivar (P. vulgaris) 

 تغييرات منبع
S.O.V 

 آزادی درجه
DF 

 مربعات ميانگين
Mean squares 

 زاییکالوس درصد
Callogenesis percentage 

 باززایی درصد
 Regeneration percentage 

 (A )فاکتور تیلارپیش
Pretreatment (A) 

1 ns 128.000 ns 272.222 

 (B )فاکتور رشد دهکننتنطیم تیلار
P.G.R treatment (B) 

1 **5168.056 **16989.389 

 (A×B) رشد کنندهتنظیم و تیلارپیش متقاب  اثر

Pretreatment × P.G.R interaction 
(A×B) 

1 **4933.556 **3813.556 

 (C )فاکتور رقم
Cultivar (C) 

5 **8615.822 **4218.156 

 (A×C) رقم و تیلارپیش متقاب  اثر

Pretreatment × Cultivar interaction (A×C) 
5 **1445.033 **1593.122 

 (B×C) رقم و رشد کنندهتنظیم متقاب  اثر

P.G.R × Cultivar interaction (B×C) 
5 **1057.756 **1575.956 

  رقم و رشد کنندهتنظیم و تیلارپیش متقاب  اثر

(B×C×A) 
Pretreatment × P.G.R × Cultivar interaction (A×B×C) 

5 **913.189 ns696.789  

  خطا

Error 
48 218.958 352.833  

               P.G.R: Plant Growth Regulator 
 دارغیرممن  و درصد1 و درصد5 احتلال سط  در دارممن  ترتی ب  :ns و **،*              

             *, ** and ns: Significant at 5% and 1% probability level, non significant respectively 
 
 

 
 

 P. vulgaris)) زراعی لوبيا رقم شش در سلولی ناز  لایه ریزنمونه با باززایی ميزان بر رقم نوع و تيمارپيش نوع متقابل اثر -5 شکل
T0: میکرومول صفر تیلارپیشTDZ ؛T10: میکرومول10 تیلارپیشTDZ ؛G: ؛ گل  رقمN: ؛ ناز رقمAZ: ؛ ازنا رقمL8:  ؛ 8لايL4:  ؛ 4لايAL: الیگودرز رقم 

 ندارند  (ρ<0.05) یدارممن  تفاوت آماری نظر از مشاب  حروف دارای هایمیانگی 
Fig. 5. Interactive effect of pretreatment type and cultivar type on regeneration with tTCLs explants in  

six common bean cultivars (P. vulgaris) 
T0 :Pretreatment 0 µMTDZ; T10 :Pretreatment 10 µMTDZ; G: Goli cultivar; N: Naz cultivar; AZ: Azna cultivar;  

L8: Line 8; L4: Line 4; AL: Aligoodarz cultivar 
Means with the same letter are not significantly different (ρ<0.05). 
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  زاییکالوس ميزان بر رقم نوع و رشد کنندهتنظيم نوع و تيمارپيش نوع متقابل اثر ميانگين مقایسه -3 جدول 
 P. vulgaris)) زراعی لوبيا رقم شش در سلولی ناز  لایه ریزنمونه با

 Table 3. Mean comparison of the interaction effect of pretreatment type, plant growth regulator treatment and 
cultivar on callogenesis with tTCLs explants in six common bean cultivars (P. vulgaris) 

 

 تيمارپيش
Pretreatment 

 رشد کنندهتنظيم تيمار
Plant growth regulator 

 رقم
Cultivar 

 زاییکالوس درصدميانگين
Average callogenesis percentage  

TDZ-0 BAP-10 G 5.100 ±cd 69.7 

TDZ-0 BAP-10 N 1.45 ± bcd72.60 

TDZ-0 BAP-10 AZ 4.06 ± efghi24 

TDZ-0 BAP-10 L8 1.45 ± efgh34.60 

TDZ-0 BAP-10 L4 1.730 ± ab97 

TDZ-0 BAP-10 AL 4 ± def 45.50 

TDZ-0 TDZ-10 G 5.37 ± de50.60 

TDZ-0 TDZ-10 N 4.05 ± hi7.33 

TDZ-0 TDZ-10 AZ 2.30 ± ghi10 

TDZ-0 TDZ-10 L8 2.60 ± i4.67 

TDZ-0 TDZ-10 L4 4.60 ± de52.33 

TDZ-0 TDZ-10 AL 3.30 ± fghi17.66 

TDZ-10 BAP-10 G 2.50 ± efghi26.25 

TDZ-10 BAP-10 N 3.52 ± efg67 37. 

TDZ-10 BAP-10 AZ 0 ± i0 

TDZ-10 BAP-10 L8 3.00 ± hi8.00 

TDZ-10 BAP-10 L4 0 ± a100 

TDZ-10 BAP-10 AL 4.04 ± abc88 

TDZ-10 TDZ-10 G 4.81 ± def45 

TDZ-10 TDZ-10 N 5.5 ± efgh33.20 

TDZ-10 TDZ-10 AZ 0 ± i0 

TDZ-10 TDZ-10 L8 2.72 ± de46.40 

TDZ-10 TDZ-10 L4 0 ± a100 

TDZ-10 TDZ-10 AL 2.75 ± efgh33.05 

TDZ-0 :میکرومولصفر تیلارپیشTDZ ؛TDZ-10: میکرومول10حاوی تیلارپیشTDZ ؛BAP-10: میکرومول10تیلارBAP ؛ 
TDZ-10: میکرومول10تیلارTDZ ؛G: ؛ گل  رقمN: ؛ ناز رقمAZ: ؛ ازنا رقمL8:  ؛8لاي L4:  ؛ 4لايAL: الیگودرز رقم 

 ندارند  (ρ<0.05) یدارممن  تفاوت آماری نظر از مشاب  حروف دارای هایمیانگی 

TDZ-0 :Pretreatment 0 µMTDZ; TDZ-10 :Pretreatment 10 µMTDZ; BAP-10: Treatment 10 µMBAP; TDZ-10: Treatment 10µMTDZ; 

G: Goli cultivar; N: Naz cultivar; AZ: Azna cultivar; L8: Line 8; L4: Line 4; AL: Aligoodarz cultivar 
Means with the same letter are not significantly different (ρ<0.05). 

 

 
 P. vulgaris)) زراعی لوبيا رقم شش در سلولی ناز  لایه ریزنمونه با باززایی ميزان بر رقم نوع و رشد کنندهتنظيم نوع متقابل اثر -6 شکل

B10: میکرومول10تیلارBAP ؛T10 :میکرومول10تیلارTDZ ؛G: ؛ گل  رقمN: ؛ ناز رقمAZ: ؛ ازنا رقمL8:  ؛8لاي L4:  ؛ 4لايAL: الیگودرز رقم 

 ندارند  (ρ<0.05) یدارممن  تفاوت آماری نظر از مشاب  حروف دارای هایمیانگی 

Fig. 6. Interaction effect of plant growth regulator treatment and cultivar on regeneration with tTCLs explants  

in six common bean cultivars (P. vulgaris) 
B10: Treatment 10 µMBAP; T10: Treatment 10µMTDZ; G: Goli cultivar; N: Naz cultivar; AZ: Azna cultivar;  

L8: Line 8; L4: Line 4; AL: Aligoodarz cultivar 

Means with the same letter are not significantly different (ρ<0.05). 
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 علو   می ضو  باززاي  در خوب، زاي کالوس باوجود 4لاي 
 نتیجو   بواززاي   در هوم  و زاي کالوس در هم الیگودرز رقم کرد 
 رقوم  عنووان  بو   را رقوم  ايو   توانم  بنابراي  ،داد نشان بهتری
 .کرد ممرف  رقم شش بی  از مناس 
 De Carvalho et al, (2000) توسوط  کو   ایمطالم  در
 از اسوتفاده  بوا  مشواب  رشود   کننوده تنظیم تیلارهای شد، انجام
 شوده  مسوتقیم  باززاي  ب  منجر سلول  نازک لاي  هایيزنلون ر
 رشد هایکنندهتنظیم از استفاده ک  داد نشان ما نتايج ول  ؛بود

 نوازک  لايو   هایريزنلون  مستقیم باززاي  ب  منجر سیتوکینی 
 اتفا  کالوس یالقا ابتدا بلک  ؛نشد مطالم  مورد ارقام در سلول 
 هفتو (  دو از )بویش  طوولان   مدتب  ها ريزنلون ک  زمان  افتاد 
 رشود  از ،گیرنود مو   قورار  سویتوکنی   بوالای  غلظوت  ممرض در

 سویتوکنی   غلظت کاهش با و آيدم  عل  ب  ملانمت هانوساق 
 ,Malik et al هوای يافتو   بوا  نتیج  اي  افتد م  اتفا  باززاي 

 نشوان  کو   دارد مطابقوت  Capelle et al, (1983) و (1992)
 کو  ايو   از پس TDZممرض در مداوم قرارگیری ب  نیازی دادند
 هلچنوی   نیسوت   ،دادنود  نشان واکنش سیتوکینی  ب  هاکشت
 در مودت  طولان  تیلار تحت بالا غلظت در TDZبازدارندگ  اثر

 باشود  دلی  اي  ب  شايد اي   است شده بیان ريش  و ساق  ايجاد
 تحوت  ترکل مصنوع  هایسیتوکینی  ديگر ب  نسبت TDZ ک 

اسوت   شوده  گفت  هلچنی  و گیردم  قرار گیاه آنزيل  تخري 
 در هوا سویتوکینی   تجلوع  يوا  و سنتز در TDZ است ملک  ک 

 .(Thomas & Katterman, 1986) باشد دخی  بافت کشت

 توأثیر  مورد در جال  نتیج  ريزنلون ، نوع تأثیر مقايس  در
 یطوور ب  ،شد مشاهده 4لاي  در رقم و ريزنلون  نوع متقاب  اثر
 زايو  کوالوس  درصد بیشتري  سلول  زکنا لاي  ريزنلون  در ک 

 جنینو   محوور  ريزنلونو   در کو  درحوال  ، بود 4لاي  ب  مربوط
 رقوم  موورد  در بود  4لاي  ب  مربوط زاي کالوس درصد کلتري 

 سولول   نازک لاي  ريزنلون  در يمن  ؛بود برعکس نتیج  اي  ازنا
 در ک درحال  ،بود ازنا رقم ب  مربوط زاي کالوس درصد کلتري 
 داشوت   را زايو  کوالوس  درصود  بوالاتري   جنین  محور ريزنلون 
  است 

 نوازک  لايو   هوای ريزنلونو   ک  داد نشان مطالم  اي  نتايج
 بو   قادر جنین  محور ريزنلون  از بهتر کوتی اپ  عرض  سلول 
 از مختلفو   گیاهان باززاي  برای TCLريزنلون  هستند  باززاي 
 ,.Van Le et al) هادولپ  ،(Van et al., 1986) هالگوم جلل 

 Lakshmanan et al., 1995; Nhut et) هالپ ت  و (1998

al., 2001) هوای ريزنلونو   اسوت   شده استفاده TCL   فراوانو 
 هلچنی  و سازدم  میسر را گیاه باززاي  و شاخ  تشکی  بالای
 از استفاده رتصو در ک  جوان  تلايز برای موردنیاز زمان کاهش
هفت توا   ب  صورت اي  غیر در هفت  دو زمان اي  TCL سیستم
  يابدم  افزايش هفت  هشت

 کواهش  بور  نقوره  نیتورات  مثبوت  توأثیر  آزمايش دو هر در
 مشاهده هاکالوس شدنایقهوه از جلوگیری و فنولی  ترکیبات

 هوم  نقوره  نیترات کردناضاف  قبل  مطالمات نتايج طبق بر شد 
 باعو   فنولیو   ترکیبوات  کاهش بر علاوه BAPغلظت با هانداز

 در ولو   ،شوود مو   هوا نوسواق   تموداد  رشد در دارممن  افزايش
 شد  مشاهده ضمی  طورب  نتیج  اي  حاضر مطالم 

 

 گيرینتيجه
 الیگوودرز،  رقوم  مطالم ، مورد رقم شش بی  از کل  طورب 

 بوی   از و رض ع سلول  نازک لاي  ريزنلون  ريزنلون ، دو بی  از
 بوی   از و میکرومول10 غلظت با TDZتیلارپیش تیلارها،پیش

 را میکروموول 10 غلظوت  با TDZ رشد، کنندهتنظیم تیلارهای
  کرد  توصی 

 يو   هنووز  لوبیوا  موورد  در ،شود  گفتو   قوبلاا  طورک هلان
 ارقوام  بورای  اسوتفاده  قابو   کو   فراگیور  بواززاي   بهین  سیستم
 توانود مو   مشوک   اي  دلاي  از يک   دندار وجود باشد، مختل 
 ارقوام  ژنوتیپ از باززاي  و زاي کالوس بالای پذيریتأثیر از ناش 
 مطالمووات نتووايج کوو  شووودموو  موجوو  مسووئل  هلووی  باشوود 

 شوده ارائو   هوای هوای دسوتورالمل   و باشند نداشت  تکرارپذيری
 کنند نل  پیدا فراگیر و بهین  حالت
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Introduction  
Common bean (Phaseolus vulgaris L.) is the most important species of the legume. This plant is a very 

important source of vegetable protein, especially in those regions of the world in which animal proteins are 
scarce. However, breeding can not add certain genes that do not exist naturally in the P. vulgaris gene pool. 
Due to this limitation of plant breeding, new trait improvement approaches such as interspecific horizontal 
gene transfer via genetic engineering need to be utilized in order to complement the limitations encountered 
by conventional breeding of this crop. Still, there is not an optimized protocol for beans regeneration and this 
is a big challenge for bean breeding through genetic engineering 

 

Material & Methods  
In this study, two experiments were conducted to evaluate callus induction and regeneration in bean. 

Seeds of P. vulgaris were washed thoroughly with distilled water and tween-20 (10%). Subsequently they 
were surface sterilized with 70% ethanol for 2 min followed by sodium hypochloride (3%) for 15 min. After 
five rinses with sterile distilled water, they were allowed to germinate aseptically on half strength Murashige 
and Skoog (MS) medium. In the first experiment, induction of callus and regeneration were investigated in 
six common bean cultivars with embryonic axis explants under the influence of TDZ, BAP and IAA plant 
growth regulators. The sterile seeds were soaked for 20 hours, embryogenic axes were isolated from seeds 
and cultured on MS medium with different growth regulators including BAP (11µM) and IAA (0/57µM), 
BAP (44/4µM) and TDZ (2/27µM), BAP (44/4µM). In the second experiment, sterile seeds germinated 
under the pretreatments medium (free TDZ, 10µM TDZ) and then, after 14 days, Transverse thin cell layer 
explants (with 0.3-0.5 mm thick) were excised from epicotyls. For induction of regeneration, explants were 
transferred to solid MS medium supplemented with 20 g/lit sucrose, B5 vitamins and 10µM TDZ  or 10µM 
BAP. After 14 days, TDZ concentration reduced to 1μM in the TDZ (10µM) treatment and BAP (10µM) 
treatment remained intact. After 28 days, all samples were transferred to medium MSB5+ BAP (10µM) + 
AgNO3 (10 µM). After 48 days, all samples were transferred to MSB5+ BAP (1µM) + GA3 (3 µM) + AgNO3 

(10 µM) and after 62 days,  all samples were transferred to MSB5+ NAA (1µM) + AgNO3 (10 µM). During 
this period the callogenesis and regeneration rate were recorded. 

 

Results & Discussion  
The results of first experiment showed that the highest callus production (100%) related to BAP 

(44/4µM) + TDZ (2/27µM) and BAP (44/4µM) treatments in all cultivars except Line 4. Based on the 
results, callus induction in all varieties (except Line 4) were same in various growth regulator treatments. In 
embryogenic axes explant, the effect of BAP and TDZ on callus induction was much better than IAA. 
Second  experiment data showed that most callus induction in the pretreatment of the seedlings by TDZ 
(10µM), treatment by TDZ (10µM) and BAP (10µM) in Line 4 cultivar and Aligudarz was in next rank. 
Most regeneration achieved in the pretreatment TDZ (10µM) and treatment by TDZ (10µM) in Azna, Naz, 
Line 8 and  Aligudarz cultivars. The regeneration of Line 4 was weak despite the good callogenesis. From 

                                                           
*Corresponding Author: bagheri.khadijeh@znu.ac.ir 

http://dx.doi.org/10.22067/ijpr.v8i2.48451


 

35 

 1398 دومنيمة ، 2ة، شمار10/ جلدايرانهاي حبوبات پژوهش .../زایی و باززایی کالوس ؛باقریو بخشيان 

Iranian Journal of Pulses Research 
Vol. 10, No. 2, 2019, p. 24-35 (Research Article) 

 

the 6 cultivars, Aligudarz showed better results in callogenesis and regeneration. It can be concluded that 
TDZ is better than BAP for regeneration in tTCLS explants of bean.  In both experiments, the positive effect 
of silver nitrate on the reduction of phenolic compounds were observed. Based on previous studies, the 
combination of BAP and AgNO3 at the same concentrations(10µM) significantly raised the number of 
developed shoots, but unfortunately in our study the same result was not observed and the effect of AgNO3 
on shoot development was weak. 

 

Conclusion 
Unlike previous studies, cytokinin used in this study, did not lead to direct regeneration of bean. The 

results showed that high concentrations of the cytokinin is lead to callus induction in tested varieties. It was 
observed that a prolonged exposure to high TDZ concentration had an inhibitory effect on further 
development of shoots and by reducing the concentrations of TDZ, regeneration will occur. The results also 
showed that transverse thin cell layers explants from epicotyl are able to regenerate under the influence of 
TDZ and BAP better than embryonic axis explants. Regeneration severely is affected by genotype, maybe 
that's why still, there is not an optimized protocol for bean regeneration. 
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